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小型球形ウイルス (Norwalk-Like Virus，以下 NLV と略す)のキャプシッドをコードしている遺伝子を使用し、
大腸菌でリコンビナント蛋白を作製した。こうして得たリコンビナント蛋白を免疫してウサギで抗体を作製した。こ
の免疫ウサギ抗体の NLV キャプシッドに対する反応性を調べて、 NLV 検出システムの開発の可能性を示唆するこ
と。
[方法]
NLV 株: Genogroup 1 (以下 GI と略す)に属する 1 株 (96-908)
Genogroup I (以下 Gll と略す)に属する 3 株 (36 ， 2 1， 114) の計 4 株を使用した。
NLV キャプシッドコード遺伝子:患者糞便から ISOGEN-LS (日本ジーン)を使用して RNA を抽出し、 RT-LA­
PCR キット(宝酒造)で RT-PCR を行い目的のキャプシッドコード遺伝子を増幅させた。
蛋白の発現:上記の目的遺伝子(キャプシッドコード遺伝子)を発現ベクターである pMAL-c2 (New England 
BioLabs, USA) とがrrx-Fus (Invitrogen, USA) に組み込んだ。これらのベクターの宿主である大腸菌 XLl­
blue または、 GI724を形質転換させて、それぞれ Maltose-Binding Protein (MBP) または、 Thioredoxin (TRX) 
の融合蛋白としてのキャプシッド蛋白を発現させた。
ウサギの抗 NLV-36 IgG :上記で得たリコンビナント蛋白の MBP-NLV36を駆使してウサギを免疫し、抗血清を
得て、これを精製し IgG 分画を得た。
ウサギの抗 NLV-36IgG の解析 :4種類の NLV キャプシッド蛋白(リコンビナント蛋白)に対する反応性を
ELISA 法およびウエスタンプロット法を使用して調べた。また、糞便中の NLV 粒子を超遠心法にて濃縮し、ウエ
スタンプロット法を用いてこれらの粒子に対する反応性を調べた。
NLV キャプシッドリコンビナント抗原の解析: NLV 感染患者血清によってこれらが抗原として認識されるかど
うかを ELISA 法を使用して調べた。
[成績]
ウサギの抗 NLV-36IgG の解析:現在までに報告されている抗体と異なり、今回得られたウサギ抗 NLV-36IgG
は、 ELISA 法およびウエスタンプロット法の両方で免疫に使用したタイプのリコンビナント抗原(キャプシッド)
同』υ? ?
だけでなくこれとは別のタイプの GII および GI のリコンビナント抗原にも反応した。また、免疫に使用したタイ
プと異なった GII タイプ (21 と類似のタイプ)の患者糞便 3 検体のウイルス粒子に対する反応もウエスタンプロッ
ト法を使用して陽性となった。
NLV キャプシッドリコンビナント抗原の解析 :NLV 感染患者血清のうち代表的な 2 検体の急性期と回復期の血
清を材料に 3 種類のリコンビナント抗原に対する反応性を調べたところ、急性期には、ほとんど認識されなかったリ
コンビナント抗原が、回復期には、認識されていることが判明した。
以上の成績により、今回得られたウサギ抗 NLV-36 IgG を応用した NLV の免疫学的検出法開発の可能性が強く
示唆された。
論文審査の結果の要旨
小型球形ウイルス (Norwalk-like virus ，NLV と略)は、食中毒の重要な原因の 1 つである。その検出方法は、現
在、患者糞便より RNA を抽出した後に、 RT-PCR 法で遺伝子を検出するという方法が用いられている。しかし、
この方法は煩雑で時聞がかかるため、食中毒発生時の迅速診断には適していなかった。本研究では、迅速に、かつ簡
便に行える免疫学的検出法の開発を目的とした。
NL V Genogroup II のキャプシッド蛋白をコードする遺伝子を用い、大腸菌で発現させたリコンビナント蛋白を
作成し、精製後ウサギ免疫血清を作成した。得られた抗体は ELISA 法およびウエスタンプロット法で、 NLV の
Genogroup 1 および E のリコンビナントキャプシッド蛋白と交差反応性を示し、患者便中から、精製した
Genogroup II の NLV にもウエスタンプロット法にて反応した。また、免疫に用いたリコンビナントキャプシッド
蛋白は患者血清では回復期にのみ反応することも判明し、簡便で、かっ広域に抗原を認識で・きる NLV 検出法の開発
が可能になった。
本研究は、迅速かつ簡便な確定診断法の確立が望まれていた NLV による食中毒の原因調査に重要な貢献をするも
のとして高く評価でき、学位の授与に値すると考える。
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